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KIVONAT

A jelen kutatasi programban a szaporodasbiolégiaval dsszefiliggésbe hozhaté gének azonositasat,
izolalasat, illetve funkciondlis vizsgalatat végeztiik el az liromlevelli parlagfliben. A palyazat f6
célkitlizéseit teljesitettiik, a kutatasi eredményekbdl ez idaig harom angol és egy magyar nyelvi
kéziratunk jelenleg elbiralas alatt van, mig tovabbi harom angol nyelvii kézirat elkészitésén
dolgozunk (lasd: Publikacidk). Ez utébbiakat 2016. augusztus 31-éig kildjiik el a megjelolt
szakfolyoiratokhoz. A palyazathoz 2014. szeptemberében csatlakozott Nagy Robertné Dr. Virag
Eszter, MTA posztdoktori 6sztondija ekkor jar le. A posztdoktor feladata a K100919 pdlyazat lezarulta
(2016. februar 29.) utani félévben in silico elemzések, valamint a projekt soran kapott eredmények
feldolgozasa és publikalasa.

Projekt célok és alkalmazott mdodszerek rovid 6sszefoglaldsa

A projekttervben harom f6 célt tlztlink ki: 1) A viragzassal 6sszefliggésbe hozhatd gének azonositasa;
2) E gének teljes cDNS szekvenciajanak izoldldsa; 3) Az izolalt gének funkciondlis vizsgélata.

A célok megvaldsitdsa érdekében 13, morfolégiailag jol elkiilonithetd novényrdl gydjtottiink him-, és
névirag, valamint levélmintakat a teljes viragzasi id6szak folyamdn heti két alkalommal. A himviragok
esetében hét, a ndvirdgoknal kilenc, mig a levélek esetében 6t fejlédési stadiumot kilonitettiink el és
gyljtottink kilon. Az igy begy(jtott mintakbdl RNS-t tisztitottunk, majd az RNS egy részét
mintatipusonként (him, n6, levél) 6sszekevertiik, hogy minden fejlédési stadium reprezentalva legyen,
és cDNS-t szintetizaltunk. Kétféle vizsgalati mddszert, a szubtraktiv hibridizaciot (him vs. ng; n6 vs. him;
him + né vs. levél) és az RNS-szekvenalast alkalmaztunk. A kapott szekvencia adatok alapjan a kédold
szekvencidkat cDNS klontarbdl izoldltuk és megallapitottuk a gének teljes kddold szekvencidjat. A
virdgzasgének funkcionalis vizsgalatat nyolc génen gPCR-rel végeztik el a harom mintatipus kilénb6z6
fejl6dési stadiumokban tisztitott RNS-b4l kiindulva. Az expresszidt a B-tubulinéhoz viszonyitottuk. A
gének funkcionalis vizsgdlatdhoz az Amb a 1, AP2, LFY és SMZ gének csendesitése céljdbol RNAI
génkonstrukciokat hoztunk létre és transzformans novényeket regeneraltunk.

A molekularis vizsgalatok mellett a parlagf(i virdgzasa szabalyozottsaganak jobb megértése céljabdl két
egymas utdni évben in vitro kisérleteket allitottunk be. Az elsé évben 6, a masodikban 12
anyanovényrél inditottunk hetente 3-3 hajtast a teljes viragzdsi szezonban, és vizsgaltuk a megvilagitas
hosszdnak genotipussal 6sszefliggd hatasat a virdgzas meginduldsa vonatkozasaban.

EREDMENYEK

Virdgzds szabalyozottsaga és gének az Grdmleveld parlagfiiben

Megallapithatd, hogy a szabadban névekvé anyandvényekrdl inditott in vitro hajtadsok megdrzik az
anyanovény viragzasi id6pontra vonatkozd programozottsagat 16 dras megvilagitas mellett, azonban
a viragidentitas (him vs. ng ivara) kevésbé szabalyozott, mivel gyakori, hogy a himviragok helyén is
néviragflizérek fejlédnek, ami a természetben elég ritka. A 12 6ras megyvilagitds bar megzavarja a




virdgzas idGpontjara vonatkozd programozottsagot, de tendenciat nem sikeriilt kiolvasni a viragzasi
idépontokbal.

A szubtraktdlt szekvencidk és az RNS-szekvendlds alapjan 0©sszesen 54 Arabidopsis thaliana
viradgzasgénnel/géncsaladdal taldltunk 80% feletti szekvencia hasonldsagot az Uromlevel( parlagfiben
(1. tablazat). Ugyanakkor, a legtébb génre kiilonboz6 allélikus valtozatokat is izolaltunk, igy 6sszesen
296 parlagfli virdgzasgén valtozatot tudtunk azonositani. A virdgzasgének mellett tovabbi géneket is
azonositottunk, melyek csak a him- vagy néviragban, illetve mindkett6ben kifejezédtek, de a levélben
nem. Ezek proteindz inhibitor, cisztatin-proteindz inhibitor, poligalakturonaz inhibitor,
protoporfirinogén-oxidaz, glutation-peroxiddz, szuperoxid-dizmutdz, lipdz, lipid transzfer fehérje,
acetil transzferdz, acetolaktat szintdz, ATP-szintetdz, transzlacié-kezd6 faktor, zsirsav elongdz, és
zsirsav hidroxilaz csalddokba tartozé gének voltak.

Publikacidk: [1], [4], [5]

Allergén gének

Az Amb a 7 gén kivételével, melyrél se nukleotid, se aminosav szint( informacié nem all rendelkezésre
azonositottuk az Amb a 1 — 11 és Amb CPI géneket, valamint allélikus valtozataikat. Ezenkiviil, az
Artemisia vulgaris Art v 2, Art v 3.02.02, Art v 4 és Art v 5 allergén génekkel aminosav szinten nagyfoku
hasonlésagot mutaté géneket is azonositottunk a parlagflben. 1zoldltunk az Amb a 3 allergén génnel
nagyfoku hasonldsagot mutatd géneket. Ez idaig az Amb a 3 gének csak részleges aminosav sorrendje
volt ismert (egy 1981-ben sziletett publikaciénak koszonhetSen). Az dltalunk izolalt kodold
szekvencidk a protein C-terminadlisdnak variabilitdsat leszdmitva azonos aminosav sorrend(iek az Amb
a 3 fehérje ismert szekvencidjaval. Eredményeink hasznosithatéak az immunoldgiai
kutatasokban/vizsgalatokban.

Publikacidk: [2], [4], [6]

Tovabbi génizolalasi eredmények

- Herbicid célgének izoldlasa

Mivel a parlagfd a legelterjedtebb gyomndvény Magyarorszdgon és a vilag szdmos egyéb pontjan, és
egyre gyakrabban regisztralnak kiilonféle herbicidekkel szemben rezisztens parlagf biotipusokat,
ezért a rendelkezésre allé szekvencia-informdcidinkbdl kiindulva izoldltuk a parlagfliben taldlhato
herbicid célgéneket (2. tablazat). Ezek a kozil az actil-koenzim A karboxilaz a gyakorlati védekezés
szempontjabdl nem relevans, mivel az ACCaz gatldkkat egyszikiiek ellen haszndljadk. Meghatdroztuk a
kddold szekvencidkon a szerrezisztencidt eredményez6 pont mutdcidkat, igy eredményeink
hasznosithatdak a parlagf( target site alapu herbicid rezisztencidjanak gyors azonositasara.
Publikaciok: [3]

- Kloroplasztisz genom

Egy korabbi munkank soran részben megallapitottuk az Gromlevelli parlagfi cpDNS-ének nukleotid
sorrendjét. A jelen vizsgalatokban kapott eredményekkel a kordbbiakat kiegészitve rekonstrualtuk a
parlagfli cpDNS-ét, és filogenetikai, illetve evolucios elemzéseket végziink.

Publikacidk: [7]



Génmukodés vizsgalatok

A nyolc virdgzdsgén, valamint az Amb a 1, 3 és 11 allergén gén qPCR-rel tortént expresszios vizsgalatat
elvégeztik, és az eredmények kiértékelését valamint a kézirat elkészitését a posztdoktor 6sztondijas
ideje alatt (2016.08.31-ig) tudjuk megvaldsitani.

Publikacidk: [5], [6]

AzAmb a 1, AP2, LFY és SMZ gének RNAI konstrukcidjaval transzformalt névényeknél a transzformdcio
sikeressége, illetve a konstrukcidk miikodése kérdéses. A GUS gént, ki tudjuk mutatni opin-esszével, és
a kanamicin rezisztencia is mikodik, azonban az RNAi-k nem fejez8dnek ki. A palyazattol flggetleniil e
vizsgalatokat tovabb folytatjuk.
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1. Tablazat. A parlagfiib6l A. thaliana referenciagének alapjan azonositott és izolalt
viragzasgének.
Gén akronim Gén teljes neve Génbanki
azonosito
1 AGL24 AGAMOUS LIKE 24 (MADS-box protein) AT4G24540
2 AP2 APETALA 2 AT4G36920
3 ARP6 ACTIN RELATED PROTEIN 6 AT3G33520
4 CDF1 CYCLING DOF FACTOR1 AT5G62430
5 CO Zinc finger protein CONSTANS AT5G15840
6 COP1 CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1 AT2G32950
7 CRY1 CRYPTOCHROME1 AT1G04400
8 CRY2 CRYPTOCHROME?2 AT4G08920
9 CSTF64 CLEAVAGE STIMULATION FACTOR 64 AT1G71800
10 CSTF77 CLEAVAGE STIMULATION FACTOR 77 AT1G17760
11 DHF DAY NEUTRAL FLOWERING AT3G19140
12 FCA RNA binding / abscisic acid binding protein AT4G16280
13 FD ATBZIP14 (Basic-leucine zipper (bZIP) transcription AT4G35900
factor family protein)
14 FKF1 FLAVIN-BINDING,KELCH REPEAT,F-BOX 1 AT1G68050
15 FLC FLOWERING LOCUS C AT5G10140
16 FLD FLOWERING LOCUS D AT3G10390
17 FLK FLOWERING LOCUS KH DOMAN AT3G04610
18 FLM FLOWERING LOCUS M AT1G77080
19 FPA Flowering time control protein AT2G43410
20 FRI FRIGIDA AT4G00650
21 FT FLOWERING LOCUS T AT1G65480
22 FVE WD-40 repeat-containing protein MSI4 AT2G19520
23 FY Flowering time control protein AT5G13480
24 GAl GA REQUIRING 1 AT4G02780
25 GAI GA INSENSITIVE AT1G14920
26 Gl GIGANTEA AT1G22770
27 GID1A putative gibberellin receptor AT3G05120
28 GID1B GIBBERELLIN AT3G63010
29 GID1C INSENSITIVE DWAREF 1, gibberellin receptor AT5G27320
30 GNC GATA transcription factor 21, nitrate-inducible AT5G56860
31 GNL cytokinin-responsive gata factor 1 AT4G26150
32 LD homeobox protein LUMINIDEPENDENS AT4G02560
33 LFY LEAFY AT5G61850
34 LHP1 chromo domain-containing protein AT5G17690
35 PHYA PHYTOCHROME A AT1G09570
36 PHYB PHYTOCHROME B AT2G18790
37 PRC2(CLF,EMF2) Polycomb repressine complex 2 (Curly Leaf, AT2G23380

Embryonic Flowering 2)



38 RGA REPRESSOR OF GA1-3 AT2G01570
39 SMz SCHLAFMUTZE AT3G54990
40 SNZ SNARCHZAPFEN AT2G39250
41 SOC1 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 AT2G45660
MADS-box protein
42 SPA SUPPRESSOR OF PHYA-105 AT2G46340
43 SPL SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE AT2G47070
44 SPY SPINDLY AT3G11540
45 SVP SHORT VEGETATIVE PHASE and FLOWERING AT2G22540
46 TEM1 TEMPRANILLO 1 AT1G25560
47 TEM2 TEMPRANILLO 2 AT1G68840
48 TOE1 TARGET OF EAT 1 AT2G28550
49 TOE2 TARGET OF EAT 2 AT5G60120
50 TOE3 TARGET OF EAT 3 AT5G67180
51 TPS1 TREHALOSE 6 PHOSPHATE SYNTHASE 1 AT1G78580
52 VIN3 VERNALIZATION INSENSITIVE 3 AT5G57380
53 VRN1 VERNALIZATION 1 AT3G18990
54 VRN2 VERNALIZATION 2 AT4G16845
Félkévér: gPCR-rel elemzett gének.
Tablazat 2. Izolalt herbicid célgének
Azonositott herbicid célgének HRAC Méret (bp)

* ACCaz (acetil- koenzim A karboxilaz) A - 6750 bp (homomer)

* ALS (acetolaktat szintaz) B - 1965bp

*  PDS (fitoén deszaturaz) F1 - 1659 bp

*  HPPD (hidroxifenil-piruvat-dioxigenaz) F2 - 1368 bp

*  EPSPS (enil-piruvilsikimat-foszfat szintaz) G - 1539 bp

*  GS (glutamin szintaz) H - 1074 bp

*  PPO (protoporfirinogén-oxidaz) E - 1476 bp (mitokondrialis)

Korabban izolaltuk + 1607 bp (plasztid)

* psbA (D1 fehérje — fotoszintézis) C1,2,3 - 1062 bp (plasztid)

HRAC: Herbicide-Resistance Action Committee nevii nemzetké6zi szervezet dltal haszndlt szercsoport
azonosito.



